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FORMULACIONES LIPOSOMALES 
CAMPO DE LA INVENCION 

5 La invencion se refiere a formulaciones de 5-fluorouracilo encapsulado en 
liposomas, al metodo de encapsulation del 5-fluorouracilo en los liposomas y al 
uso de dichas formulaciones en terapia y prevention de enfermedades y/o 
trastornos del ser humano o animal. 

1 0 ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

El 5-fluoro-2,4(lH,3H)-pirimidindiona (5-fluorouracilo o 5-FU), es un conocido 
farmaco antineoplasico, perteneciente al grupo de antimetabolitos. Es utilizado en 
el tratamiento de enfermedades o condiciones relacionadas con hiperproliferacion 
15 celular tales como distintos tipos de cancer o de condiciones precancerosas, por 
ejemplo queratosis actinica. Suele ser administrado por via parenteral o topica. 

El 5-FU interfiere con la proliferation celular patologica, produciendo 
eventualmente la destrucci6n de las celulas implicadas. No obstante, tambien 
20 puede alterar el crecimiento de celulas normales y, en consecuencia, suele 
producir efectos indeseados. 

Cuando es administrado por via parenteral puede causar efectos adversos a nivel 
hematico (mielosupresion), gastrointestinal (estomatitis, diarrea, nauseas y 
vomitos), dermico (eritrodisestesia palmar-plantar), ocular (lacrimacion excesiva), 
25 etc. Cuando es aplicado en forma topica suele producir irritation, foto- 
sensibilizacion y necrosis. 

En consecuencia, existe la necesidad de formulaciones farmaceuticas o 
veterinarias de 5-FU que produzcan menos efectos adversos, manteniendo su 
eficacia. Una forma de lograr este objetivo es encapsular el 5-FU en liposomas. 

30 

Los liposomas son vesiculas submicroscopicas que poseen una cavidad central 
acuosa rodeada por una membrana lipidica formada por bicapa(s) concentrica(s). 
Los liposomas pueden ser unilamelares (es decir tener una unica bicapa lipidica) u 
oligolamelares o multilamelares. Las vesiculas multilamelares (MLVs) tienen un 
35 tamaflo que va desde 0,2 urn a 10 urn mientras que las unilamelares pueden ser 
grandes (LUVs) o pequenas (SUVs) con un tamaflo desde 0,02 a 0,2 pm. 



Por su estructura tienen capacidad de incorporar sustancias hidrofilicas (en el 
interior acuoso) o hidrofobicas (en la membrana lipidica). El 5-FU es un 
compuesto hidrofilico (con una solubilidad en agua de 12,2 mg/mL a 25°C) y 
practicamente insoluble en disolventes organicos (con un coeficiente de reparto 
octanol/agua de 0,1). Por tanto, su interaction con la bicapa lipidica sera muy 
escasa y estara localizado en el interior acuoso de los liposomas. 

Los componentes estructurales mas importantes de los liposomas son los 
fosfolipidos (PL). Para obtener liposomas con propiedades especfficas se pueden 
utilizar fosfolipidos con carga neutra, positiva o negativa y con diferente longitud 
y grado de saturation de las cadenas de acidos grasos. 

Asimismo, para modificar las propiedades de los liposomas se puede, por 
ejemplo, incorporar colesterol u otros llpidos a la membrana, modificar el numero 
de bicapas lipidicas o unir covalentemente polfmeros naturales o sinteticos a su 
superficie. 

En suma, las variables a considerar en el momento de disenar un liposoma son 
multiples y los resultados no son siempre los esperados. 

Como vehiculos para la administration de farmacos, los liposomas tienen, en 
teoria, numerosas ventajas. Ademas de estar constituidos por componentes no 
toxicos, generalmente no inmunogenicos, no irritantes y biodegradables, deberian 
ser capaces de encapsular, transportar y ceder a organos diana una gran variedad 
de agentes terapeuticos, reduciendo sus efectos secundarios adversos. 
Sin embargo, numerosos estudios han demostrado que el objetivo de desarrollar 
formulaciones liposomales optimas desde el punto de vista tecnico y terapeutico 
es alcanzado en contadas ocasiones. 

En particular, las vesfculas liposomales optimas deben ser capaces de: 

- encapsular el agente activo en su interior en un porcentaje elevado, de modo 
que la eficacia de encapsulation (relation entre cantidad de farmaco 
encapsulado y h'pido) sea adecuada desde el punto de vista de la dosificacion 
y del costo de la formulation; 

- ser estables, es decir retener el agente activo encapsulado durante la vida util 
de la formulation y una vez administradas al paciente, hasta alcanzar el sitio 
de action; 

- liberar el farmaco en el sitio de action con un perfil de cesion adecuado al 
objetivo terapeutico, reduciendo la toxicidad sistemica. 
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Por otra parte, y en el caso especifico de administracion topica, los lipidos que 
forman las vesiculas liposomales deben conferir ciertas propiedades a la bicapa 
lipidica de modo que los liposomas resultantes promuevan la rapida penetracion 
5 del principio activo a traves del stratum corneum y su localizacion en el sitio de 
accion deseado (normalmente las proximidades de la capa basal de la epidermis). 

Si bien se ha conseguido la encapsulacion de 5-FU en liposomas, la retencion del 
agente activo en el interior de los mismos continua siendo un problema tecnico a 

10 - solucionar como queda demostrado en diferentes estudios, 

Asi, Simmons SP, Kramer PA. [J Pharm Sci 66: 984-986 (1977)], utilizando 
liposomas multilamelares compuestos por esfmgomielina, colesterol y dicetil- 
fosfato encuentran que, al cabo de 40 horas a 25°C, unicamente 20% de 5-FU 
inicialmente encapsulado se mantiene en el interior de los liposomas. 

15 Tsukada K, Ueda S, Okada R. [Chem. Pharm. Bull. 32: 1912-1935 (1984)], 
empleando liposomas compuestos por DSPC encuentran que, seis horas despues 
de su preparacion, se ha producido una salida de 5-FU del interior de. las vesiculas 
de 50% y 10%, respectivamente, a 37 y 25°C. 

Ozer AY [Drug Target. Deliv. 1: 15-160 (1992)], estudia el comportamiento de 
20 liposomas tipo OLV de dos composiciones: a) lecitina de soja : hemisuccinato de 
colesterol : colesterol (10:1:4) y b) DPPC : hemisuccinato de colesterol: colesterol 
(10:1:4). La capacidad de retencion del farmaco que refieren es reducida, pero 
depende de la formulacion probada. En los liposomas tipo a) unicamente 10% de 
5-FU permanece retenido en su interior despues de 28 dias a temperatura 
25 ambiente. En los liposomas tipo b) 40% de 5-FU sale en 42 dias a temperatura 
ambiente. 

Fresta M, Villari A, Publisi G, Cavallaro G [Int. J. Pharm. 99:145-156 (1993)], 
empleando liposomas de diferente tamano y distintas composiciones estudian su 
capacidad de retencion durante 7 horas a 37 °C. Segun tipo y composicion de los 
30 mismos, encuentran que en ese espacio de tiempo sale de los liposomas entre 1 5% 
y 35% de 5-FU inicialmente retenido. 

Por su parte, Elorza B, Elorza MA, Frutos G, Chantres JR. [BRA 1153: 135-142 
(1993).], utilizando liposomas LUV con dos composiciones diferentes 
constituidas por DSPC y esfmgomielina, respectivamente, estudian la salida de 5- 
35 FU de su interior durante 60 minutos. En ese tiempo, mas de 75% sale de los 
liposomas de DSPC y entre 12 y 25 % de los de SM. 



El Maghraby GMM, Williams AC, Barry BW. J Pharm Parmacol 53: 1069-1077 
(2001), empleando liposomas LUV con tres composiciones diferentes: SPC; 
SPC:Colesterol. (1:1) y SPC:Colato (84:16), encuentran una rapida salida de 5-FU 
(mas de 50% a los 50 minutos), a pesar de encontrarse suspendidos en una 
solucion saturada de 5-FU. Por otra parte, al suspender liposomas compuestos por 
SPC:Colato en una solucion sin 5-FU, una salida de 80% de 5- FU inicialmente 
encapsulado a los 5 minutos. 

Finalmente, Mayer LD, Bally MB, Cullis PR, Ginsberg RS, Mitilenes GN, US 
Patent 6.083.530 (2000) plantean resolver dos problemas conocidos: aumentar la 
encapsulacion y conseguir que drogas antineoplasicas permanezcan retenidas en 
los liposomas. Usan diferentes composiciones con y sin colesterol. Las vesiculas 
son detipo LUV y los farmacos son cargados activamente mediante gradiente de 
pH. De esta manera obtienen alto porcentaje de encapsulacion y logran retener 
el principio activo en el interior de los liposomas. No obstante, al eliminar el 
gradiente de pH la salida de la droga es inmediata. Entre los ejemplos que 
presentan este comportamiento se encuentra una formulacion de 5-FU. 

RESUMEN DE LA INVENCION 

Existe por lo tanto la necesidad de disponer de formulaciones de 5-FU liposomal 
que tengan alta eficacia de encapsulacion de 5-FU, estabilidad y al mismo tiempo 
que posean un perfil de cesion del farmaco adecuado al objetivo terapeutico y no 
scan toxicas para el paciente. . . , 

Los inventores de la presente han encontrado que el empleo de una mezcla de 
fosfollpidos saturados neutros y de lfpidos saturados con carga en la preparacion 
de los liposomas permite alcanzar los objetivos planteados en el parrafo anterior, 
tal como se expone en los Ejemplos 1 a 8. 

En particular, han logrado obtener formulaciones estables de 5-FU liposomal, es 
decir formulaciones en las que el principio activo permanece encapsulado en el 
interior de los liposomas durante el tiempo necesario para la preparacion, 
almacenamiento y distribucion de las correspondientes formulaciones 
farmaceuticas hasta la administration al paciente. 

Asimismo, y para el caso especifico de la aplicacion topica, han conseguido que 
dichas formulaciones tengan una buena difusion en piel, alcanzando la epidermis 
y teniendo alii un efecto depot, y no manifiesten signos de toxicidad (irritation 
cutanea) tras su aplicacion dermica reiterada. Cabe esperar que tambien muestren 
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buena difusion en mucosas. 

En suma, el uso de una combination de PL saturados neutros y Hpidos saturados 
con carga permite obtener composiciones topicas de 5-FU liposomal que tienen 
alta estabilidad, eficacia (basada en una buena difusion cutanea del farmaco) y r 
5 seguridad (debida a una baja absorcion sistemica). - : 

En consecuencia, un primer aspecto de la presente invention esta relacionado con 
formulaciones de 5-FU liposomal . que comprenden el principio activo 
encapsulado en liposomas constituidos por una o varias bicapas de una mezcla de , 
10 fosfolipidos saturados neutros y Hpidos saturados con carga. " 

.* * • 

••• • • 

• • 

• » 

Un segundo aspecto . de la presente invencion esta relacionado. con un 
procedimiento de preparacion de dichas formulaciones de 5-FU liposomal. 

• • • • 

15 Un tercer aspecto de la presente invencion esta relacionado con el uso de las 
formulaciones de 5-FU liposomal en la preparacion de medicamentos para el 
tratamiento de enfermedades o condiciones relacionadas con hiperproliferacion ; : : 
celular, por ejemplo psoriasis, condiloma acuminado, distintos tipos de cancer o .\: 
condiciones precancerosas (tales como_queratosis actlnica o displasia cervical ) en j* 

20 el ser huniano o animal 

Un cuarto aspecto de la presente invencion esta relacionado con las formulaciones 
farmaceuticas o veterinarias que contienen dichas formulaciones de 5-FU 
liposomal y al menos un excipiente farmaceuticamente aceptable. 

25 

Previo a la descripcion de las realizaciones particulares, cabe definir algunos 
terminos especificos vinculados a los aspectos principales de la presente 
invencion, con fines aclaratorios, no limitativos. 

30 Se entiende por formulacion de 5-FU liposomal a aquella en la que una parte o la 
totalidad del 5-FU se encuentra encapsulado en el interior de liposomas. 
Los liposomas pueden estar constituidos por una o varias bicapas de Hpidos y 
tener diferente tamano. 

Las bicapas tienen superficie polar (interior y exterior) y nucleo no polar. 
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Se entiende por fosfolipido a aquel derivado anfifilico del glicerol en el que uno 

de sus grupos hidroxilo esta esterificado con acido fosforico y los otros dos 

hidroxilos estan esterificados con acidos grasos de cadena larga. 

Un fosfolipido saturado sera aquel cuyos acidos grasos no tengan dobles enlaces 

carbono-carbono. 

Un fosfolipido neutro sera generalmente aquel en el que otro hidroxilo del acido 
fosforico esta esterificado por un alcohol sustituido con un grupo polar 
(habitualmente hidroxilo o amino) y cuya carga neta es cero. 

Un fosfolipido con carga sera generalmente aquel en el que otro hidroxilo del 
acido fosforico esta esterificado por un alcohol sustituido por un grupo polar y 
cuya carga neta es positiva o negativa. 

Se entiende que Hpido saturado con carga, ademas de incluir a los fosfolfpidos 
saturados con carga, comprende a otros compuestos anfifilicos cuya carga neta es 
distinta de cero, tales como derivados hidrocarbonados de cadena larga, 
sustituidos por un grupo polar (por ejemplo amino) y derivados de acidos grasos. 

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

En principio, cualquier PL saturado neutro y cualquier Hpido saturado con carga 
pueden ser utilizados en las formulaciones de 5-FU liposomal de la presente 
invencion. 

En una realizacion preferida, los PL saturados neutros son elegidos del grupo 
formado por derivados de fosfatidilcolina y sus mezclas, por ejemplo 
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), diestearoilfosfatidilcolina (DSPC), dimiristbil- 
fosfatidilcolina (DMPC) y sus mezclas. 

En otra realizacion preferida, los PL saturados con carga se seleccionan del grupo 
formado por derivados de fosfatidilglicerol, fosfatidilserina, fosfatidilinositol, 
acido fosfatfdico y sus mezclas, por ejemplo, diestearoilfosfatidilglicerol (DSPG) 
y una mezcla de esteres de fosfatidilserina con diferentes acidos grasos saturados 
(PS de cerebro bovino). 

En otra realizacion particular, el Hpido saturado con carga es estearilamina (SA). 
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En principio, cualquier relation entre PL neutros y lipidos con carga puede ser 
utlizada en las formulaciones de esta invention. 

En una realization preferida, la relacion molar PL neutros / lipidos con carga 
estara entre 50/50 y 95/5, preferentemente entre 80/20 y 95/5. " : * 

5 

Dos formulaciones de 5-FU liposomal particularmente preferidas son las que 
comprenden liposomas constituidos por la mezcla de fosfolipidos DSPC-DSPG y :. 
DSPC-PS de cerebro bovino, con una relacion PL neutro / PL con carga entre j*-. 
85/15 y 95/5. 

•io •- .. - y 

En las formulaciones liposomales de esta invention la relacion molar 5-FU / 
lipidos puede estar entre 0,2 y 1 ,5 , preferentemente entre 0,5 y 1 ,0. 

El limite inferior viene determinado por la menor cantidad de 5-FU que resulte *•••• 

practica para hacer liposomas dado su pretendido uso y puede ser facilmente .:. 

1 5 determinado por un experto en la. materia. El limite superior esta condicionado por _ 

la concentration de cristalizaci6n del 5-FU. ' m m[ 

m m m 
• • • 

Las formulaciones de 5-FU liposomal proporcionadas por esta invention pueden 
ademas contener otros componentes lipidicos como esteroles (por ejemplo r 
20 colesterol) o esfingolipidos (por ejemplo esfingomielina). 

5-FU, PL y demas componentes de las formulaciones de la presente invention 
pueden ser obtenidos de fuentes comerciales. Por ejemplo, DSPG y DSPC fueron 
obtenidos de Chemi S.p.A., PS de cerebro bovino y 5-FU de Sigma. 

25 

Las formulaciones de 5-FU liposomal de la presente invention pueden ser 
preparadas por cualquiera de los metodos conocidos por un experto en la materia. 
El tamafio de los liposomas resultantes va a depender del metodo de preparation 
empleado. En una realization preferida los liposomas son preparados de acuerdo 
30 al metodo expuesto en los Ejemplos 1 y 4. 

Los liposomas resultantes pueden ser deshidratados (liofilizados) para su posterior 
formulation y/o almacenamiento y distribution. 

Por otra parte, los liposomas pueden mantenerse en suspension en una solution 
acuosa que contiene o no 5-FU. En el primer caso, la suspension resultante 
35 contendra parte del farmaco encapsulado en el interior de los liposomas y parte en 
el exterior de los mismos. 



En el caso de administration topica son preferidas las formulaciones de 5-FU 
liposomal con parte del principio activo en fase externa, tales como las descritas 
en los Ejemplos 4 y 5. En estas formulaciones, el porcentaje en peso de 5-FU 
encapsulado en el interior de los liposomas respecto a la cantidad de 5-FU total 
estara entre 20% y 100%, preferentemente entre 35% y 55% 

Las formulaciones de 5-FU liposomal de la presente invention van a ser utiles en 
la preparation de composiciones farmaceuticas o veterinarias para el tratamiento 
de enfermedades o condiciones relacionadas con hiperproliferacion celular, por 
ejemplo distintos tipos de cancer, condiciones precancerosas u otras patologfas del 
ser humano o animal. 

Los distintos tipos de cancer incluyen, pero no se limitan a, cancer de mama, 
colorectal, gastrico, pancreatico, de vejiga urinaria, de prostata, de cabeza y 
cuello, de ovario, cervical, endometrial, hepatico, de pulmon, carcinoma de 
celulas basales superficiales, etc. 

Las lesiones precancerosas incluyen, por ejemplo, queratosis actinica, displasia 
cervical, etc. 

Otras patologfas asociadas a hiperproliferacion celular incluyen, a modo de 
ejemplo, psoriasis, condiloma cuminado, etc. 

Las formulaciones de 5-FU liposomal proporcionadas por esta invention han 
demostrado ser particularmente utiles y ventajosas en tratamientos por via topica 
de enfermedades o condiciones hiperproliferativas de piel y mucosas tales como 
las mencionadas en el parrafo anterior. 

En la mayoria de los casos, las formulaciones liposomales de la presente 
invention se administraran en un vehiculo farmaceuticamente aceptable, que va a 
estar constituido por al menos un excipiente. Dicho excipiente puede ser 
seleccionado entre cualquiera de los conocidos por un experto en la materia y de 
acuerdo con la via de administration a emplear, la que dependera del objetivo 
terapeutico buscado. 

Para la administration parenteral, el vehiculo suele estar constituido por agua y 
sustancias auxiliares requeridas para hacerlo compatible con las condiciones 
fisiologicas tales como agentes reguladores de pH, de tonicidad, etc. La solution 
acuosa resultante puede ser esterilizada por metodos convencionales y envasada 
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para su uso, o filtrada y liofilizada, lo que puede requerir el uso de agentes 
crioprotectores. El material liofilizado sera combinado con una solucion acuosa 
esteril previo a su administracion. 

5 Para la administracion topica, el vehiculo va a estar constituido por excipientes 
seleccionados de acuerdo con la forma farmaceutica que se pretenda en cada caso, 
preferiblemente liquida o semisolids Las formulaciones liquidas incluyen 
soluciones acuosas, soluciones hidroalcoholicas, lociones, etc. Las formulaciones 
semisolidas van a ser mayoritariamente pomadas, cremas o geles. 

10 Cualquiera de estas puede requerir el empleo de conservantes, agentes 
antioxidantes, quelantes, sistemas reguladores de pH, conservantes, -polimeros 
bioadhesivos, etc. 

El agente conservante puede ser seleccionado entre, por ejemplo, benzoato de 
sodio, acido ascorbico, parabenos y sus mezclas. El antioxidante puede ser 
15 elegido, a modo de ejemplo, entre hidroxitolueno butilado (BHT), hidroxianisol y 
tocoferol y sus derivados. El agente quelante puede ser seleccionado, por ejemplo, 
del grupo formado por EDTA, EGTA y acido citrico o sus sales. El sistema 
regulador de pH puede ser elegido, a modo de ejemplo, entre una solucion tampon 
fosfato y una solucion.tampon citrato. 

20 

Las dosis de principio activo a administrar al paciente va a depender de la 
indication terapeutica, de la formulation, de la respuesta del paciente al 
tratamiento y ,de la terapia concomitante. 

25 ENSAYOS 

Las propiedades inesperadas y ventajosas de las formulaciones de la presente 
invention se manifiestan a traves los siguientes ensayos "in-vitro" e "in-vivo" no 
limitativos. 

Metodos de Preparation y Ensayos de Estabilidad 



30 



• • « 

• * 



• • • • 



Ejemplo 1 (liposomas con DSPC/DSPG y sin 5-FU en fase externa) 
Se anaden a un matraz de rotavapor los siguientes componentes: 
35 DSPC 384 mg 

DSPG 43 mg 
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Perlas de vidrio 4.5 g 

Cloroformo:metanol (2:1) 9 ml 

Una vez disueltos los lfpidos en la mezcla de solventes, el matraz se conecta al 
rotavapor, ajustando la temperatura del bafio a 40°C, y se evapora el disolvente a 
presion reducida (800 mbar) hasta formar una pelfcula de lfpidos en las paredes 
del matraz. Posteriormente se reduce la presion 100 mbar y se mantiene durante 1 
hora. Finalmente, el matraz se retira del rotavapor y se liofiliza durante toda la 
noche para eliminar posibles trazas de disolvente organico. La pelfcula de lfpidos 
asi formada se hidrata agitando con 9 ml de una solution acuosa de 5-FU (50 
mg/ml, pH 8.8) a 65 P C durante 1 hora. Posteriormente se mantiene en agitacion 
una hora adicional a 30°C. 

La suspension liposomica formada se extruye a traves de filtros de policarbonato 
de 2 um de poro para homogeneizar el tamano de las vesfculas formadas. 
Finalmente, la suspension resultante se diafiltra frente a 6 volumenes de un 
tampon fosfato salino (pH 6; 600 mOsmol/Kg). Para ello se utilizan membranas 
Vivaflow 50 con un corte de 100KD (Sartorius). Los liposomas resultantes se 
diluyen con el mismo tampon, se alicuotan en viales de polipropileno y se 
almacenan a 25°C hasta su analisis. 

Para determinar el 5-FU total presente en la suspension liposomica se diluye 
previamente la suspension en metanol para disolver los lfpidos de la membrana 
liposomica y liberar su contenido. La concentracion de 5-FU se determina 
mediante espectroscopia a 266 nm frente a una curva de calibration. 
Para determinar el fluorouracilo encapsulado, se sedimentan previamente los 
liposomas mediante centrifugacion durante 25 minutos a 26.000 g, recogiendo el 
sobrenadante. Posteriormente se analiza el contenido de 5-FU en el sobrenadante 
por el procedimiento anteriormente descrito. 

La diferencia entre el 5-FU tal y el presente en el sobrenadante representa la 
fraction encapsulada. En el ejemplo descrito, la concentracion de 5-FU total se 
ajusto a 0.800 mg/ml, estando un 95.5% del mismo encapsulado en el interior de 
los liposomas al comienzo del estudio. La relation molar 5-FU/lfpido foe de 0,82. 

La Figura 1 muestra la evolution del porcentaje de 5-FU encapsulado (expresado 
en porcentaje respecto al inicial) a lo largo de un total de 6 meses a 25°C. Se 
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observa una caida inicial del porcentaje de 5-FU encapsulado, estabilizandose 
posteriormente en el 67% (I.C. 95% = 61 - 73) 

Ejemplo 2 (liposomas con DSPG/PS y sin 5-FU en fase externa) 
5 Se realiza de forma analoga al ejemplo 1, sustituyendo DSPG por PS como 
fosfolipido cargado negativamente. 

La Figura 2 muestra la evolucion del porcentaje de encapsulacion (expresado en 
porcentaje respecto al inicial) a lo. largo de un total de 6 meses. 
10 En este caso, la concentracion-de 5-FU total se ajusto a 0,600 mg/ml, con un 96,5 
% encapsulado inicialmente, y una relation molarFU/lipido de 0,7 La cinetica es 
similar a la observada en el ejemplo anterior, produciendose una estabilizacion en 
el 71% de encapsulacion (C.I. 95% = 66 - 75) 

15 Ejemplo 3 (liposomas con DSPC/DSPG y con parte de 5-FU de fase externa 
eliminado) ^ 

Se procede de manera analoga al ejemplo 1 pero realizando la diafiltracion 
unicamente frente a 3 volumenes de tampon, de forma que no se elimina 
completamente el 5-FU no encapsulado. La suspension de liposomas se diluye 
20 hasta una concentration de 5-FU total de 3.41 mg/ml, el 71% del cual esta 
encapsulado en el interior de los liposomas, con una relacidn molar 5-FU/lipido 
de 1,5. El seguimiento de la estabilidad se realiza durante dos meses. 

Los resultados se muestran en la Figura 3. En estas condiciones, no se detecta 
25 ninguna caida significativa en el porcentaje de encapsulacion a lo largo de los dos 
meses estudiados. 

Ejemplo 4 (liposomas en tampon citrato con DSPC/DSPG y sin eliminar 5-FU de 
fase externa ) 

30 Se afladen a un matraz de rotavapor los siguientes componentes: 

DSPC 14.0 g 

DSPG 1-55 g 

Perlas de vidrio 30 g 

Cloroformo:metanol (2:1) 60 ml 
35 Una vez disueltos los lipidos, el matraz se conecta al rotavapor, ajustando la 

temperatura del baflo a 40°C, y se evapora el disolvente a presion reducida (800 
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mbar) hasta formar una pelicula de lipidos en las paredes del matraz. 
Posterionnente se reduce la presion 100 mbar y se mantiene durante 1 hora. 
Finalmente, el matraz se retira del rotavapor y se liofiliza durante toda la noche 
para eliminar posibles trazas de disolvente organico. La pelicula de lipidos asi 
5 formada se hidrata agitando con 60 ml de una solution de 30 mg/ml de 5-FU en 
tampon citrato 10 mM, pH 6 precalentada a 65°C durante 1 hora. A continuation, 
y manteniendo la temperatura a 65 °C, la suspension resultante se homogeniza 
•utlizando un Ultraturrax T-25 (IKA), durante 15 minutos a 6500 rpm. 
Posteriormente la suspension liposomica se diluye con tampon citrato salino (300 
10 ^ mOsmol/Kg) hasta una concentracion aproximada »de • 12 mg/ml -de 5-FU y -se 
mantiene en agitation una hora adicional a temperatura ambiente. La suspension 
resultante se alicuota y almacena a 25 °C hasta su analisis. 

La cuantificacion de 5-FU se realiza de forma analoga a lo ejemplos anteriores. La 
determination del porcentaje de encapsulacion se realiza eliminando previamente 

15 el 5-FU no encapsulado por cromatografia de exclusion en columnas de Sephadex 
G-50 (PD-10, Amersham) y midiendo el 5-FU en la fraction liposomica, 
correspondiente al volumen de exclusion de la columna. En este caso la 
preparation liposomica tiene una concentracion de 5-FU total de 11.6 mg/ml, 
encontrandose el 36% encapsulado inicialmente, con una relation molar 5- 

20 FU/lipido de 0,7. 

1 La Figura 4 muestra los resultados del seguimiento de la encapsulacion a lo largo 
de70dias. 

Ejemplo 5 (liposomas en tampon fosfato con DSPG y sin eliminar 5-FU de fase 
externa). 

Se precede de forma analoga al ejemplo 4, sustituyendo el tampon citrato por 
tampon fosfato salino lOmM, pH 6.2. La suspension producida tiene 12.5 mg/ml 
de 5-FU total, el 41% del cual se encuentra encapsulado en liposomas, con una 
relation molar FU/lipido de 0,68. 

La figura 5 muestra los resultados del seguimiento de la encapsulacion a lo largo 
de 4 meses a 25°C. 



Bifusion en piel (penetration cutanea) 
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Los estudios de difusion se realizan utilizando piel de oreja de cerdo 
dermatomizada a 1 mm, montadas en eeldas de difusion automaticas de Franz 
(Hanson Research), con una superficie total de difusion de 0.636 cm . El receptor 
de cada una de las eeldas de difusion se llena con 4.5 ml de tampon fosfato y se 
mantiene a 37°C con una agitacion de 300 rpm. En la superficie de la piel se 
aplican 10 ul de la suspension liposomica. Pasado el tiempo establecido para la 
difusion, las eeldas se desmontan, se lava extensamente la superficie de la piel 
para eliminar los restos de suspension liposdmica. Una vez lavadas, las pieles se 
secan y se.congelan embebidas en Tissue-Tek (Bayer) y se montan en criostato 
(CM-1900, Leica)-. Se obtienen cortes secuenciales de 40 pm paralelos a la 
superficie de la piel. El 5-FU presente en los cortes de piel se extrae durante 15 
minutos con 300 ul de agua a 50°C. Posteriormente las muestras se centrifugan 
(10 minutos 8000 rpm; Centrifuge 5804R, Eppendorf) y se filtran (0.45 pm) para 
su analisis por HPLC. 

El analisis del contenido en 5-FU de las muestras de procedentes del 
compartimiento receptor y de los cortes de piel se realiza por HPLC 
(cromatografo HP1100 con detector UV-visible HP1100; Hewlett-Packard), 
utilizando las siguientes condiciones: 

-Columna Kromasil Ci 8 (240x4) 5pm 

-Precolumna ODS 

-Filtro de precolumna 

-Fase movil: K 2 HP0 4 0.01 M (pH = 3) : Metanol (98:2) 
-Flujo = 1 ml/min 
-Temperatura = 35°C 
-Deteccion = 266 ran 
-Volumen de inyeccion = 100 pi 

Ejemplo 6 (Dosis-respuesta) 

Se preparan liposomas de acuerdo al Ejemplo 5 y se preparan tres diluciones 
diferentes utilizando un tampon fosfato salino pH 6,2 hasta obtener un contenido 
total de 5-FU de 1.2%, 0.9% y 0.4%, respectivamente. El porcentaje de 5-FU 
encapsulado es del 41%. 

Con cada una de las tres concentraciones se realizan experimentos de difusion 
durante 24 horas. Cada muestra de liposomas se analiza en 8 experimentos 
diferentes. 
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La figura 6 muestra la concentration de 5-FU en los diferentes estratos de la piel. 

Las primeras 80 urn corresponden al estrato corneo, entre la 80 y 200 se encuentra 
la epidermis y por debajo, la dermis (Jenning, V., Gysler, A., Schafer Korting, M., 
Gohla, S.H. Eur. J. Pharm. Biopharm., 49. 21 1-218 (2000)). 

Se observa una clara penetration del 5-fu en todos los estratos de la piel 
analizados, con un evidente efecto dosis-respuesta. 

Ejemplo 7 (Comparacion con una formulation comercial de liberation 
sostenida de 5-FU) - 

Se obtienen liposomas de acuerdo al Ejemplo 5 y se prepara una dilution con un 
contenido total de 5-FU de 0,4 %. 

Se realizan pruebas de difusion con esta preparation y con una formulation 
comercialmente disponible bajo la marca Carac®, que contiene 05% de 5-FU, 2/3 
partes del cual esta contenido en microesponjas. Esta descrito que esta 
formulation presenta una liberation sostenida de 5-FU. Las pruebas se realizan 
durante 2, 6, 24 y 72 horas. En todos los casos la cantidad de producto aplicada 
fue de 10 mg . 

Los niveles medios medidos en piel son siempre superiores con la formulation 
liposomica, siendo estadisticamente significativas a las 24 hs. en epidermis y 
dermis. Se observa claro efecto depot de los liposomas, permaneciendo la 
concentration de 5-FU en epidermis basicamente constante entre las 2 y 24 horas. 

Los resultados se muestran en las figura 7, 8 y 9, referidos a estrato corneo, 
epidermis y dermis, respectivamente. 

Irritation dermica 

El ensayo de irritation dermica se realiza siguiendo un procedimiento basado en 

la guia 404 de la OCDE. Se utilizan tres conejos albinos (neocelandeses) machos 

(KBL IOPS/SPF; Charles River Iberica, S.A.) con un peso entre 1.8-2 kg. 

Se alojan en jaulas individuates con acceso ad libitum a dieta estandar y agua. 

Los animales se mantienen en condiciones controladas de temperatura (20 +2°C), 

fotoperiodo (12/12 horas luz/oscuridad), y humedad relativa (40-60%). 

Una cantidad de 0.5 ml de suspension liposomica de 5-FU al 1,2 % descrita en el 

Ejemplo 6 se aplica topicamente sobre un area de aproximadamente 6 cm 2 de piel 
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previamente rasurada que seguidamente se cubre con un parche de gasa. A las 4 
horas de la aplicacion, se retira el parche y se lava la zona de aplicacion. 1 hora y 
24 horas despues se observa la zona y se evalua la irritation producida puntuando 
de 0 a 4 el grado de eritema y edema, respectivamente. Esta aplicacion se repite 
5 en la misma zona diariamente, cinco dias a la semana, durante un total de 3 
semanas. 

Despues de cada aplicacion, se obtienen las puntuaciones medias para cada signo 
de irritacion obtenidas en las observaciones realizadas a la hora y a las 24 horas, 
clasificandose el grado- de irritacion segun el sistema de clasificacion dermal de la 
10 - CEE^ en el que sustancias que-produzcan puntuaciones >2 en edema o en eritema 
se cojisideran irritantes. 

Ejemplo 8 (Comparacion con una formulacion comercial de 5-FU) 
Se utiliza la suspension liposomica al 1.2% de fluorouracilo descrita en el 
15 Ejemplo N° 6 ? realizando pruebas de irritacion cutanea con esta composition y 
con una formulacion comercialmente disponible bajo la marca Efudix®, con un 
contenido del 5% de fluorouracilo. 

Para cada formulacion se han realizado aplicaciones reiteradas durante 3 semanas, 
5 dias por semana en zonas de piel intacta. La valoracion se ha realizado a la hora 
20 y a las 24 horas despues de cada aplicacion, puntuando por separado de 0 a 4 
eritema y edema producidos. 

En estas condiciones Efudix® ha resultado muy irritante, obligando a la 
interruption del tratamiento a la 2 a . semana debido a la severidad de la irritacion 
producida. Por el contrario, la suspension liposomica ha mostrado ser no irritante 
25 durante todo el tratamiento. 



FORMULACIONES GALENICAS 



Los liposomas de la presente invention pueden ser vehiculizados en distintas 
30 composiciones farmaceuticas, algunas de las cuales se exponen a continuation de 
forma no limitativa. 



a.- Locion 

Suspension de 5-FU liposomal c.s.p. alcanzar dosis deseada de farmaco 

35 Glicerina 50 g 

Fosfato disodico 0.044 g 
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Fosfato monosodico 0.124 g 

Kathon CG® °- 05 8 

Agua c- s -P- 100 % 



5 2.- Gel 

Suspension de 5-FU liposomal c.s.p. alcanzar dosis deseada de farmaco 

Carbopol 980 1 0.5 - lg 

Trietanolamina c.s.p. pH = 6.5 

Kathon CG® •• °- 05 § 

10 Propilenglicol * - °- 5 § 

Glicerina ^8 

Agua c.s.p.100% 

1 En lugar de Carbopol, se puede utilizar otro agente gelificante como: 
15 Poloxamer407 » 15-20% 
Carboximetilcelulosa 1- 10% 

Hidroxietilcelulosa 1-5% 
Hidroxipropilmetilcelulosa 1-15% 
Metilcelulosa 1-5% 
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3- Solucion parenteral 

Suspension de 5-FU liposomal 

Tampon fosfato salino 

Solucion isotonica de cloruro de sodio 



25 
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REIVINDICACIONES 

1. Formulaciones de 5-fluorouracilo liposomal caracterizadas porque comprende 
5-fluorouracilo encapsulado en liposomas constituidos por una o varias bicapas de 

5 al menos un fosfolfpido saturado neutro y al menos un lfpido saturado con carga. 

2. Formulaciones de acuerdo a la reivindicacion 1 caracterizadas porque el 
fosfolfpido saturado neutro es seleccionado del grupo formado por derivados de 
fosfatidilcolina^y sus mezclas. 

10 • - ... ..... 

3. Formulaciones de acuerdo a las reivindicaciones 1 y 2 caracterizadas porque los 
derivados de fosfatidilcolina son seleccionados del grupo formado por DSPC, 
DPPC y DMPC. 

15 4. Formulaciones de acuerdo a la reivindicacion 1 caracterizadas porque el lfpido 
saturado con carga es seleccionado del grupo formado por derivados de 
fosfatidilglicerol, fosfatidilserina, fosfatidilinositol, acido fosfatfdico y sus 
mezclas. 

20 5. Formulaciones de acuerdo a las reivindicaciones 1 y 4 caracterizadas porque el 
derivado de fosfatidilglicerol es DSPG 

6. Formulaciones de acuerdo a las reivindicaciones 1 y 4 caracterizadas porque el 
derivado de fosfatidilserina es una mezcla de esteres de acidos grasos de PS. 

25 

7. Formulaciones de acuerdo a la reivindicacion 1 caracterizadas porque el lfpido 
saturado con carga es SA. 

8. Formulaciones de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones anteriores que 
30 tienen una relacion molar fosfollpidos neutros / lfpidos con carga entre 50/50 y 

95/5, preferentemente entre 85/15 y 95/5. 

9. Formulaciones de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones anteriores que 
tienen una relacion molar 5-fluorouracilo / lfpidos entre 0,2 y 1,5, preferentemente 

35 entre 0,5 y 1,0. 
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10. Formulaciones de acuerdo a las reivindicaciones anteriores que ademas 
contienen al menos otro lipido seleccionado del grupo formado por esteroles, 
esfingolipidos, sus mezclas y derivados. 

5 11. Formulaciones farmaceuticas que contienen formulaciones de acuerdo a las 
reivindicaciones 1 a 1 1 y un vehiculo farmaceuticamente aceptable. 

12. Formulaciones veterinarias que contienen formulaciones de acuerdo a las 
reivindicaciones 1 a 1 1 y un vehiculo aceptable en veterinaria. 

10 - 

13. Uso de las formulaciones de acuerdo a las reivindicaciones 1 a 11 en la 
preparacion de un medicamento para el tratamiento de enfermedades o 
condiciones relacionadas con hiperproliferacion celular en el ser humano o 
animal. 

15 

14. Uso de acuerdo a la reivindicacion 14 en la preparacion de un medicamento_en 
la que la enfermedad o condicion es una lesion precancerosa . 

15. Uso de acuerdo a las reivindicaciones 14 o 15 en la que la enfermedad o 
20 condicion es queratosis actmica. 

16. Uso de acuerdo a las reivindicaciones 14 en la que la enfermedad o condicion 
es cualquier tipo de cancer. 

25 17. Uso de acuerdo a las reivindicaciones 14 en la que la enfermedad o condicion 
es psoriasis. 

18. Procedimiento de preparacion de formulaciones de acuerdo a la reivindicacion 
1 que comprende: ...... 

30 - disolver los fosfolfpidos en una mezcla de solventes organicos; 

eliminar los disolventes hasta formar una pelfcula de lipidos en las paredes del 

recipiente que los contiene; 
- hidratar la pelicula con una solucion acuosa de 5-fluorouracilo manteniendo 

en agitacion; 

35 - si se desea, extruir la suspension liposomica formada a traves de filtros para 
seleccionar el tamano vesicular; 
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diafiltrar la suspension resultante frente a una solution tampon; 

si se desea, diluir la suspension liposomica con una solucion tampon. 
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Fig. 1 
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Fig. 3 
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Fig. 4 
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Fig 5 
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